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康 研 究 院 ”北京 102209) 
摘要 木质 纤维 素 原 料 是 世界 上 最 为 丰富 的 资源 之 一 ， 可 被 用 作 微 生物 发 酵 生 产 高 附加 值 生 
物化 学 品 的 原料 。 与 传统 用 于 微生物 发 酵 的 可 食用 生物 质 原 料 相 比 ， 目 前 微生物 利用 木质 纤 
维 素 还 存在 以 下 几 个 关键 问题 : 开发 经 济 有 效 的 木质 纤维 素 预 处 理工 艺 、 提 高 微生物 对 木质 
纤维 素 水 解 液 中 第 二 大 单 糖 木 糖 的 有 效 利 用 水 平 、 增 强 微生物 对 木质 纤维 素 水 解 液 中 混 糖 的 
综合 利用 能 力 以 及 提高 微生物 对 木质 纤维 素 水 解 液 中 糠 醛 、 乙 酸 等 发 酵 抑 制 物 的 耐 受 能 力 。 
本 文 综述 了 近年 来 国内 外 针对 这 几 个 关键 问题 的 最 新 研究 成 果 。 为 今后 微生物 大 规模 利用 木 
质 纤 维 素 用 于 商业 生产 提出 了 展望 和 建议 。 
关键 词 木质 纤维 素 ; 木 糖 ; 碳 代谢 抑制 ; 耐 受 性 ;化 学 品 
中 图 分 类 号 081; 
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Abstract Lignocellulosic biomass, one of the most abundant resources in the world 
can be converted into value-added bio-chemicals by microbial fermentation. Compared 


with the traditionally used edible biomass materials, lignocelluloses fermentation 


by microorganism encounters the following key problems: developing economically 
efficient pretreatment of lignocellulose, increasing the microbial utilization of 
the second most abundant sugar xylose in lignocellulose hydrolysates, enhancing the 
microbial comprehensive utilization of mixed sugars and improving the microbial 
tolerance to inhibitors in lignocellulose hydrolysates, such as furfural and acetic 
acid. New breakthroughs have been made on the research of these problems recent years. 
In this review, the latest research advances were summarized to address these issues 
and prospects for future development of commercial microbial utilization of 
lignocellulose were suggested 
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目前 ,工业 上 多 以 玉米 、 甘 瑚 等 可 食用 生物 质 作 为 原料 进行 微生物 发 酵 生产 
乙醇 、 乳 酸 及 多 元 醇 类 等 化 学 物质 。 这 些 化 学 物质 的 大 量 需求 ,造成 了 全 球 范 围 
内 粮食 价格 的 上 涨 。 为 了 避免 未 来 发 生 人 与 化 学 品 共 同 竞争 食用 生物 质 资源 的 问 
题 ， 寻 找 可 替代 的 ， 资 源 丰 富 的 原材料 是 解决 问题 的 关键 由 。 木 质 纤 维 素 广泛 存 
在 于 林业 及 农业 废弃 物 中 , 全球 每 年 的 木质 纤维 素 产 量 约 为 100 亿 吨 , 我 国 每 年 
可 利用 的 木质 纤维 素 也 在 7.5 亿 吨 左右 四。 常见 木质 纤维 素 包 括 玉米 秸秆 、 柳 枝 
稳 、 甜 菜 浆 、 柑 桶 皮 、 木 材 及 造纸 废弃 物 等 ， 是 尤为 丰富 且 价格 低廉 的 可 再 生 资 
源 外 。 木 质 纤维 素 经 糖化 后 的 水 解 产 物 中 含有 葡萄 糖 、 木 糖 及 阿拉 伯 糖 等 大 量 的 
糖 类 MK 习 ， 这 些 糖 类 可 以 作为 微生物 发 酵 生产 化 学 品 的 碳 源 。 利 用 可 再 生 木 质 纤 
维 素 生物 质 资源 制备 化 学 品 对 我 国 可 持续 发 展 具有 重要 意义 。 然而, 在 微生物 发 
MEA AAT AEA ITE, 很 多 问题 吸 待 解决 :如 木质 纤维 素 预 处 理工 艺 、 微 生物 
对 水 解 液 中 木 糖 的 充分 利用 、 碳 代谢 抑制 影响 微生物 对 复杂 碳 源 的 选择 性 利用 及 
微生物 对 水 解 液 中 发 酵 抑 制 物 的 耐 受 性 等 问题 .这些 问 题 严重 限制 了 木质 纤维 素 
大 规模 的 蔡 代 可 食用 生物 质 作为 微生物 发 酵 的 原料 的 发 展 51。 本 文 综述 了 近年 
来 国内 外 针对 这 几 个 关键 问题 的 最 新 研究 成 果 , 能 够 为 今后 微生物 高 效 利 用 木质 
纤维 素 为 底 物 发 酵 生产 化 学 品 的 大 规模 生产 提供 参考 价值 。 
1 木质 纤维 素 预 处 理工 艺 的 研究 

木质 纤维 素 的 开发 利用 分 为 两 步 ， 首 先 木 质 纤 维 素 被 水 解 处 理 成 可 发 酵 糖 
类 ， 糖 类 被 微生物 发 酵 后 进一步 转化 为 生物 燃料 和 化 学 品 。 木 质 纤维 素材 料 中 聚 
合 物 的 多 样 性 导致 每 一 种 材料 最 后 转化 的 糖 类 有 上 所 不 同 , 因此 对 于 底 物 的 选择 是 
一 要 素 。 其 次 ， 木 质 纤维 素 主 要 由 纤维 素 ， 半 纤维 素 和 木质 素 组 成 ， 有 效 降解 
木质 素 的 网 状 结构 ， 破 坏 纤维 素 的 结晶 度 能 够 提高 水 解 效率 20， 因此 选择 正确 
的 预 处 理工 艺 尤 为 关键 。 目 前 木质 纤维 素 常用 的 预 处 理 方法 可 分 为 三 大 类 , 即 物 
理 法 、 化 学 法 和 生物 法 。 物理 法 通常 会 用 碾 磨 的 方法 来 降低 木质 纤维 素 的 颗粒 大 
小 和 结晶 度 ; 化 学 法 处 理 木 质 纤维 素 是 通过 添加 化 学 溶剂 来 破坏 纤维 素 半 纤维 素 
及 木质 素 的 结晶 结构 , 使 其 发 生化 学 反应 降解 , 常见 的 化 学 法 有 酸 处 理 , 碱 处 理 ， 
FEAT MA, CO» 处理 及 SO; 众 化 蒸汽 爆破 等 。 生物 法 处 理 主要 通过 微生物 对 底 物 
的 氧化 来 去 除 木质 素 [。 我 们 实验 室 ( 引 首次 用 酸 法 和 碱 法 处 理 阔 糠 ， 并 进一步 
提出 了 酸 碱 混合 预 处 理 的 方法 ， 有效 降低 了 传统 处 理 过 程 中 造成 的 环境 污染 ， 同 


$ 
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时 提高 了 菌 糠 转化 可 发 酵 糖 的 经 济 性 ,在 很 多 情况 下 采用 多 种 处 理 技 术 组 合 的 
方式 来 提高 生物 质 转化 效率 ， 如 稀 酸 - 北 汽 爆 破 组 合 ， 微 生物 -蒸汽 组 合 ， 微 波 辅 
助 酸 碱 预 处 理 等 中 。 除 此 之 外 ,等 离子 体 处 理 法 是 一 种 新 兴 的 处 理 技 术 ， 该 技术 
利用 电能 形成 高 活性 的 离子 化 气体 , 破坏 木质 纤维 素 复杂 的 结构 。 与 传统 处 理工 
艺 相 比 ， 该 技术 操作 方法 简单 ， 绿 色 环保 ， 同 时 使 后 续 的 酶 处 理 效率 更 高 09。 表 

介绍 了 常见 的 等 离子 体 处 理 方法 ， 根 据 处 理 介质 的 不 同 分 为 氮气 (空气 )， 身 
氧 和 人 毛 等 离子 体 处 理 法 。 预 处 理 后 常用 纤维 素 酶 及 半 纤 维 素 酶 对 木质 纤维 素 进 行 
酶 解 ， 得 到 多 种 糖 类 。 针 对 不 同 处 理 及 酶 解 过 程 产生 的 抑制 物 等 影响 因素 ， 一 般 
会 选择 分 步 糖 化 法 或 同步 糖化 发 酵 法 作为 木质 纤维 素 处 理 及 发 酵 过 程 的 工艺 方 
法 , 以 降低 木质 纤维 素 的 预 处理 和 酶 解 过 程 产 生 的 发 酵 抑 制 物 对 后 续 微 生物 发 本 


造成 的 影响 上 7。 
表 1 等 离子 体 法 处 理 木质 纤维 素 
à Table.1 Plasma treatment of lignocellulose 
2 处 理 方法 操作 方法 处 理 结 果 参考 文献 
= 证 明了 空气 -水 高 反应 性 的 
空气 等 离子 体 标准 大 气压 ，2.45 GHz 等 离子 体 可 用 于 降解 多 种 18 
木质 纤维 素 
非 热 等 离子 体 可 以 广泛 解 聚 非 
大 气 等 离子 体 葡萄 糖 产 量 达 到 58% 19 
EAE 
v 流量 17 升 / 分 钟 ， 反 应 时 间 10 
A 松木 刨 花 消 化 率 分 别 达 到 
© 臭氧 等 离子 体 处 理 分钟, 流量 05 天 分钟， 反应 时 - fone 20 


. d = EJ 90 分 钟 


质 素 消化 率 达 到 75%, B 
微粒 -300 目 , 自由 水 与 结合 水 比 木质 素 消化 率 本 


臭氧 等 离子 体 处 理 解 后 葡萄 糖 产 量 由 18.5% 提 21 
例 60% 


~ 


高 到 8096. 


ee M 小 麦秸 秆 微粒 小 于 60 目 ， 处 理 —— aad 
ee DIS 时 间 2 小 时 。 水 分 比例 9096. 人 m 
大 气 毛 射频 微 等 离子 体 射 流 法 
氢 等 离子 体 处 理 处 理 木 质 素 样品 ， 处 理 时 间 30 ”破坏 碳 碳 双 键 及 碳 氧 双 键 23 

分 钟 至 4 小 时 。 


2 提高 微生物 木 糖 利用 能 力 的 研究 

在 木质 纤维 素 中 葡 聚 糖 为 主要 多 糖 ， 占 总 糖 含量 的 33-51% (FE) BAA 
同 木 质 纤维 素 中 木 聚 糖 含量 多 有 不 同 , 但 是 木 聚 糖 的 糖 含量 在 总 糖 含量 中 的 比重 
很 高 ， 如 在 软木 中 木 聚 糖 含量 约 占 10%P423， 在 硬木 及 农作物 废弃 物 中 约 占 
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25%P627。 因 此 ， 有 效 发 酵 木 质 纤 维 素 水 解 的 糖 类 可 以 显著 提高 最 终 化 学 品 的 产 
量 C9。 常 见 发 酵 木 质 纤维 素 的 微生物 有 大 肠 杆菌 Escherichia coli 等 细菌 及 酵母 菌 
属 如 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae。 木 质 纤维 素 水 解 液 中 的 已 糖 如 葡萄 糖 、 
半 乳 糖 和 甘露 糖 可 以 被 菌株 有 效 的 代谢 利用 , 而 成 糖 如 木 糖 和 阿拉 伯 糖 等 却 很 难 
被 菌株 利用 , 并 且 木 糖 是 木质 纤维 素 水 解 液 中 含量 第 二 丰富 的 糖 类 , 也 是 生物 合 
成 木 糖 醇 等 化 学 品 的 重要 原料 。 因 此 ， 提 高 菌株 对 木 糖 的 利用 是 很 有 必要 的 。 

微生物 代谢 工程 可 以 提高 产品 的 产量 及 生物 转化 效率 , 并 且 微生物 代谢 工程 
生产 化 合 物 并 不 局 限于 利用 原始 菌株 生产 , 通过 对 具有 其 他 高 耐 受 性 ,生长 速度 
快 等 优势 的 菌株 的 生物 合成 途径 进行 设计 和 建造 , 能 够 使 各 种 微生物 都 能 利用 廉 
价 的 木质 纤维 素 原料 生产 高 产量 的 生物 燃料 或 其 他 有 价值 的 化 学 品 23。 
2.1 木 糖 代谢 途径 改造 

对 菌株 原始 的 木 糖 代谢 途径 的 深入 研究 可 以 更 加 有 针对 性 地 利用 代谢 工程 
的 方法 提高 微生物 对 木 糖 的 利用 能 力 。 如 图 1 所 示 ， 在 酵母 及 丝 状 真菌 中 ， 进 入 
胞 内 的 木 糖 首 先 在 木 糖 还 原 酶 (Xylose reductase, XR) 的 作用 下 转化 为 木 糖 醇 ， 
随后 通过 木 糖 醇 脱 氧 酶 (Xylitol dehydrogenase, XDH) 转化 成 木 酮 糖 ， 最 后 经 
过 木 酮 糖 激酶 (Xylulokinase) 的 催化 形成 木 酮 糖 -5- 磷 酸 从 而 进入 戊 糖 磷酸 途径 
23930。 在 大 肠 杆菌 等 常见 细菌 中 ， 木 糖 可 以 直接 经 过 木 糖 异 构 酶 、(Xylose 
isomerase, XI) 作用 形成 木 酮 糖 后 经 过 木 酮 糖 激 酶 的 催化 作用 形成 木 酮 糖 -5- 磷 
酸 进 入 戊 糖 磷酸 途径 。 除 此 之 外 ， 在 乳酸 乳 球菌 Lactococcus lactis? Pe ££ E 
磷酸 转 酮 酶 途径 ， 该 途径 中 的 木 酮 糖 -5- 磷 酸 裂 解 成 甘油 醛 -3- 磷 酸 和 乙酰 磷酸 ， 
继而 进入 糖 酵 解 途径 。 关 于 优化 木 糖 代 谢 相 关 途 径 以 提高 微生物 对 木 糖 的 利用 已 
经 在 工业 菌株 发 酵 木 糖 的 研究 中 多 有 报导 〔〈 表 二 )。 早 在 1988 年 ，Chang SEP? 
就 通过 同 源 表达 木 酮 糖 激酶 基因 提高 木 酮 糖 进入 戊 糖 磷酸 途径 以 促进 微生物 对 
木 糖 的 利用 。 近年 来 , 也 有 报道 通过 提高 戊 糖 磷酸 途径 中 相关 基因 的 表达 量 来 增 
强 木 糖 的 代谢 B3l。Jin 等 6 研究 了 丙 醇 丁 醇 权 杆菌 中 分 别 编码 转 醛 酶 Tal、 转 酮 醇 
酶 TKL 、5- 磷 酸 核 酮 糖 异 构 酶 RPE 和 核糖 -5- 磷 酸 异 构 酶 RPI 的 四 个 参与 上 戊 糖 盔 
酸 系 统 的 关键 基因 ,这些 基因 的 过 表达 使 重组 菌株 的 木 糖 利用 能 力 显著 提高 ， 并 
且 比 原始 菌株 的 ABE〔〈 丙 醇 ， 丁 醇 ， 乙 醇 ) 产量 提高 42%。Zhou 等 85 通 过 异 源 
dk ck BR A E A P CK DE SERIE CXYLAO ) 和 树干 毕 赤 酵母 的 木 酮 糖 激酶 
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CXYL3 ) 并 强化 非 氧化 成 糖 磷酸 途径 ， 最 终 得 到 的 菌株 在 厌 氧 条 件 下 的 生长 率 、 
木 糖 消耗 率 及 乙醇 产量 均 有 明显 提高 。 我 们 实验 室 目前 研究 通过 表达 木 糖 调控 因 
子 xyl R 提高 乳酸 乳 球菌 对 木 糖 的 利用 能 力 ， 最 终 与 原始 菌株 相 比 ， 工 程 菌 的 木 
糖 消耗 可 以 提高 2.5 倍 。 
2.2 非 磷 酸化 途径 改造 

作为 细胞 代谢 的 中 枢 ， 三 羧 酸 循环 伴随 着 多 种 氨基 酸 和 化 学 品 的 产生 。 传统 
意义 上 来 说 ， 碳 代谢 流 进入 三 羧 酸 循环 的 途径 包括 糖 酵 解 途径 及 戊 糖 磷酸 途径 ， 
这 两 条 途径 的 代谢 过 程 包括 10 多 步 反 应 并 且 其 调控 方式 非常 复杂 ， 如 生产 丁 二 
醇 就 需要 21 步 反 应 69。 这 些 复杂 的 代谢 过 程 会 降低 产物 的 产 率 ， 并 且 很 难 通过 
传统 的 代谢 工程 方法 提高 产量 。 研 究 发 现 有 一 条 特殊 的 代谢 途径 可 将 木质 纤维 素 
水 解 液 直接 转化 成 2- 酮 戊 二 酸 , 与 糖 酵 解 途径 及 戊 糖 磷酸 途径 相 比 可 减少 6 步 反 
应 。 这 种 代谢 途径 为 : 木 糖 首先 被 木 糖 脱氧 酶 转化 成 木 糖 内 酯 ， 接 着 逐步 转变 成 
D- 木 糖 酸 、2- 氧 -3- 氧 -D- 木 糖 酸 、2,5- 二 氧 代 戊 酸 甲 醋 和 2- 酮 戊 二 酸 。 这 种 木 糖 氧 
化 途径 在 1960 年 首次 发 现 ， 也 被 称 作 Weimberg 代谢 途径 B1。 同 时 ， 阿 拉 伯 糖 
也 可 通过 类 似 的 非 磷 酸化 代谢 途径 转化 成 2- 酮 成 二 酸 , 减少 进入 三 羧 酸 循环 的 代 
谢 步 又 。 由 于 这 条 途径 不 包括 任何 的 磷酸 化 过 程 ， 故 而 可 使 能 量 得 到 更 加 有 效 的 
利用 ， 且 通过 Weimberg 代谢 途径 生产 2- 酮 戊 二 酸 的 理论 产量 可 达到 100mol?6, 
EC RS E XR fr^ 2- 酮 戊 二 酸 的 理论 产量 (83mol% ) 要 高 很 多 。RadekB3 等 研究 
发 现 , 洛 氨 酸 棒状 杆菌 通过 木 糖 异 构 酶 途径 利用 木 糖 的 过 程 中 会 产生 CO, 造成 
碳 源 的 浪费 。 为 了 避免 这 种 资源 浪费 ， 研 究 外 源 引 入 新 月 丙 杆 菌 中 的 Weimberg 
代谢 途径 ， 使 得 该 重 构 菌 株 可 以 充分 利用 碳 源 生 产 木 糖 醇 等 物质 。 近 年 来 ， 通 过 
强化 非 磅 酸化 代谢 途径 以 提高 菌株 利用 木 糖 能 力 的 研究 有 很 多 ( 表 二 )。Liu 等 89 
重 构 了 一 条 将 木 糖 直接 代谢 转化 成 丁 二 醇 的 代谢 通路 ， 同 时 为 了 避免 木 糖 磷酸 
化 ,将 木 糖 进入 戊 糖 磷酸 途径 的 关键 酶 基因 xyl4 敲 除 。 最 近 ，Tai 等 [四 首次 构建 
一 株 利用 非 磷 酸化 途径 同时 代谢 木质 纤维 素 水 解 液 中 的 木 糖 、 阿 拉 伯 糖 及 半 乳 糖 
醋酸 酯 的 大 肠 杆菌 , 该 菌株 可 生产 多 种 化 学 物质 如 焉 珀 酸 、 戊 烯 二 酸 及 谷 氨 酸 等 。 
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Lignocellulose hydrolysate 


| Escherichia coli | | , Saccharomyces cerevisiae | 
D-Glucose | D-Xylose | L-Arabinose 
: [x] val XDH 
G-6-P XI IZR L| XR-XDH | ApH 
D-xylulose «—— Xylitol T E ; 

P F"6P i; ean y! D aM cdd L-Arabinolactone 
iz "m i i= = 
=| DHAP—G*3-P4— Ru5H + D-xylulose-5-P | XL r 
E Meu 
oO 3-PG | PPP D-Xylonat ~ 

| Acetyl-P ylonate L-Arabonate 
Y | | XD | AD 
PEP 4— — —1Glyceraldehyde-3-P 
| 2-Keto-3-deoxy — 2-Keto-3-deoxy 
M PK pathway Lactococcus lactis -D-xylonate -L-arabonate 


Pyr 
N KADN / KdaD 
AcCoA 


KGSADH A 
2-KG «—— 2,5-Dioxopentanoate 


qe TCA cycle 
Nonphosphorylative 
metabolism caulobacter crescentus | 


图 1 木质 纤维 素 水 解 糖 类 的 代谢 途径 


K. Fig. 1 Metabolic pathways of lignocellulose hydrolysate in various microorganisms. 
5 图 一 包括 木质 纤维 素 水 解 液 中 主要 糖 类 ， 即 葡萄 糖 ， 木 糖 和 阿拉 伯 糖 的 代谢 途径 ， 其 中 葡萄 
- 糖 的 代谢 途径 为 糖 酵 解 途 径 ， 木 糖 代谢 途径 分 为 XI CXylose isomerase， 木 糖 异 构 酶 ) 途径 及 
XR/XDH (Xylose reductase, 木 糖 还 原 酶 ，Xylitol Dehydrogenase, AHHMEAME) 途径 ， 经 过 该 
代谢 途径 代谢 的 五 碳 糖 会 进入 上 成 糖 碰 酸 途径 , 最 终 进 入 三 羧 酸 循环 生产 化 学 品 等 。 木 糖 的 磷酸 转 
= 酮 酶 途径 涉及 的 关键 酶 为 磷酸 转 酮 酶 (PK )。 非 磷酸 化 途径 涉及 的 关键 酶 有 XL(CD-xylonolactonase， 
木 糖 内 酯 酶 ) ,XD (D-xylonate dehydratase， 木 糖 酸 脱 水 酶 ) , KdxD (2-keto-3-deoxy-D-xylonate 
dehydratase, 2- 酮 -3- 脱 氧 木 糖 酸 脱水 酶 ); ADH (L-arabinose dehydrogenase, 阿拉 伯 糖 脱氧 酶 ), AL 
(L-arabinolactonase, 阿拉 伯 糖 内 酯 酶 ), AD (L-arabonate dehydratase, 阿拉 伯 糖 酸 脱 水 酶 ), KdaD 
(2-keto-3-deoxy-l-arabonatedehydratase，2- 酮 -3- 脱 氧 阿拉 伯 糖 酸 脱水 酶 ) 


TH 


3 提高 微生物 的 混 糖 发 酵 能 力 的 研究 
木质 纤维 素 水 解 液 中 含有 多 种 己 糖 和 成 糖 ， 如 和 葡萄糖、 甘露 糖 、 果 糖 、 木 糖 
和 阿拉 伯 糖 等 。 尽 管 木质 纤维 素 类 生物 质 具 有 多 样 性 , 木 糖 和 葡萄糖 仍然 是 木质 
纤维 素 水 解 液 中 最 主要 的 糖 类 Ms1。 然而 在 葡萄 糖 存 在 的 条 件 下 ,大 多 数 微生物 会 
选择 将 葡 欧 糖 消耗 后 再 继续 利用 其 他 糖 类 。 这 种 调控 作用 被 称 为 碳 代谢 抑制 
CCCR )。CCR 是 微生物 普遍 存在 的 一 种 全 局 性 调控 机 制 ， 决 定 了 微生物 对 复杂 
碳 源 的 选择 性 利用 的。 在 酵母 及 不 同 细菌 中 的 CCR 机 制 完全 不 同 ， 由 于 CCR 
系统 的 复杂 性 , 构建 一 株 有 效 利用 木质 纤维 素 水 解 液 多 种 糖 类 的 菌株 仍然 面临 很 
多 挑战 ( 表 二 )。 近 年 来 研究 发 现 ， 磷 酸 葡萄 糖 转移 酶 系统 PTS) 在 CCR 系统 
中 都 起 到 了 主要 的 作用 ,通过 抑制 PTS 系统 减少 混 糖 发 酵 中 的 CCR 的 研究 有 
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很 多 。Jarmander 等 [1 在 可 以 同时 利用 木 糖 与 阿拉 伯 糖 的 大 肠 杆菌 E. coli AF 1000 
中 引入 ptsG 突变 基因 以 减弱 PTS 系统 的 活性 ， 最 终 工程 菌株 可 以 同时 利用 葡 侈 
et 
和 Mlc52 诱 导 排 斥 进行 调控 ， 其 中 部 分 调控 因子 仍然 与 PTS 系统 相关 ， 例 如 在 
大 肠 杆菌 中 Mie 的 突变 可 以 减少 葡萄 糖 经 过 PTS 系统 的 代谢 活性 ， 进 一 步 降低 
了 CCR). mi HPr 基因 突变 的 哮 热 厌 氧 杆菌 Thermoanaerobacterium 
saccharolyticum 可 同时 利用 混合 糖 品 。 同 样 ， 将 大 肠 杆 菌 中 的 原始 基因 erp ER 
成 不 依赖 CAMP 基因 的 突变 基因 (cxp*)， 在 和 葡萄糖 存 在 下 ，CRP* 和 蛋白 可 以 诱导 
xyl 系列 基因 的 表达 ， 促 使 菌株 在 混 糖 发 酵 中 提高 对 木 糖 的 摄取 及 木 糖 醇 的 产量 
55]。 Groff 等 569 对 xyl 系列 基因 的 进一步 研究 表明 ， 提 高 大 肠 杆菌 中 R 的 表达 
量 可 以 缓解 阿拉 伯 糖 对 木 糖 的 抑制 。 等 5 首次 将 大 氧 菌 丙 醇 丁 醇 梭 菌 
Clostridium acetobutylicum CCR 的 代谢 控制 蛋白 CCPA 进行 了 优化 筛选 , 将 CCPA 
调控 CCR 依赖 的 302 位 统 氢 酸 蔡 换 成 天 冬 酰胺 可 以 缓解 CCR 的 抑制 , 使 菌株 在 
混 糖 发 酵 时 木 糖 的 消耗 由 30% 增 长 至 90%。 

糖 在 细胞 膜 上 的 运输 是 糖 代谢 的 第 一 步 。 近 年 来 对 糖 转运 研究 的 不 断 深入 ， 
发 现 糖 的 转运 吸收 作用 在 微生物 代谢 糖 类 的 过 程 中 起 到 了 关键 作用 Bl。 并且 , 研 
究 发 现在 某 些 条 件 下 木 糖 的 运输 速率 常常 决定 了 木 糖 在 细胞 中 代谢 的 快慢 , 而 葡 
萄 糖 的 存在 会 显著 降低 木 糖 转运 的 效果 65。 因此 , 在 含有 和 葡萄糖 的 混 糖 发 酵 过 程 
中 引入 木 糖 转运 蛋白 可 以 有 效 避 免 微生物 由 于 CCR 造成 的 木 糖 利 用 率 降 低 的 问 
fl Hector 等 在 酵母 中 异 源 表达 了 拟 南 芥 中 的 木 糖 转运 蛋白 , 与 原始 菌株 相 比 ， 

程 菌 在 葡萄 糖 - 木 糖 混 糖 发 酵 中 对 木 糖 的 利用 可 以 提高 2.5 倍 。Khankal 等 1 
在 大 肠 杆菌 中 引入 了 木 糖 特异 性 转运 蛋白 XylE 或 XylFGH， 可 以 有 效 提高 混 糖 
发 酵 时 对 木 糖 的 利用 。 在 热带 假 丝 酵母 (Candida tropicalis〉 中 同 源 表达 木 糖 转 
运 基因 At5g17010 可 以 提高 对 木 糖 的 摄取 进而 使 木 糖 醇 的 产量 提高 25991921, ZA TT 
转运 蛋白 可 能 会 由 于 发 生 错 误 折 著 或 不 恰当 转运 使 微生物 同时 利用 木 糖 和 葡萄 
糖 的 能 力 减弱 , 并 且 大 多 数 糖 类 转运 蛋白 对 葡萄 糖 亲 和 性 比 对 木 糖 的 亲 和 性 要 更 
高 。 因此 , 通过 提高 木 糖 转运 能 力 实现 微生物 对 于 木质 纤维 素 水 解 液 中 混 糖 的 利 
用 仍然 是 一 个 挑战 。 
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4 提高 微生物 对 木质 纤维 素 水 解 液 耐 受 能 力 的 研究 


在 木质 纤维 素 的 处 理 及 酶 解 过 程 中 会 产生 其 他 的 物质 。 如 木质 纤维 素 类 生物 


质 在 水 解 过 程 中 半 纤 维 素 部 分 会 乙酰 化 产生 乙酸 。 在 高 温 高 压 下 , 己 糖 脱 去 水 分 


子 转化 成 羟 甲 基 糠 醛 HMF), HMF 会 进一步 降解 会 形成 乙酰 丙 酸 和 甲酸 , 同时 ， 
木 糖 被 降解 成 糠 醛 ， 若 木质 纤维 素 处 理 的 时 间 过 长 ， 糠 醛 会 进一步 转化 成 甲酸 。 


已 有 研究 表明 这 些 物质 会 影响 微生物 的 生理 性 质 [% .61， 如 Heer 等 


[50 研究 发 现 


HMF 及 糠 醛 的 存在 会 降低 微生物 的 生长 速度 ， 影 响 乙 醇 产 量 。 这 些 抑 制 物 的 抑 


制作 用 影响 微生物 发 酵 的 同时 也 降低 了 化 学 品 的 生产 。 


基因 工程 法 改造 菌株 不 仅 可 以 优化 代谢 途径 , 也 可 以 提高 微生物 对 抑制 物 的 


耐 受 性 。 近 年 来 很 多 研究 利用 基因 工程 法 可 有 针对 性 地 提高 微生物 对 木质 纤维 素 
水 解 液 中 的 耐 受 性 ( 表 二 )。Hasunuma 等 [在 酿酒 酵母 中 表达 毕 亦 酵母 中 的 转 醛 
醇 酶 基因 及 乙醇 脱氧 酶 基因 ， 工 程 菌 在 含有 70mM 糠 醛 存在 的 培养 基 中 发 酵 的 
乙醇 产量 是 原始 菌株 的 2.3 倍 。Li 等 [3 选用 可 利用 木 糖 的 酵母 阔 在 含有 木质 纤维 
素 水 解 液 中 发 酵 产 乙醇 ， 其 将 对 硝 基 茶 酚 磷酸 酶 基因 敲 除 , 将 转 醛 醇 酶 基因 过 表 


XA. 敲 除 及 过 表达 的 协同 作用 使 重 构 菌 株 不 仅 可 以 耐 受 三 种 弱酸 的 扩 


p 制 ， 而 且 可 


以 提高 木 糖 醇 的 积累 ， 并 最 终 使 乙醇 的 产量 提高 3。 利 用 进化 工程 法 提高 菌株 耐 
受 性 的 研究 近年 来 也 日 益 增加 ， 如 Royce [ 咱 等 研究 用 进化 工程 法 在 额外 添加 辛 


酸 的 低 pH 培养 基 下 驯化 大 肠 杆 菌 MG1655， 最 终 得 到 的 工程 菌株 不 仅 对 辛酸 有 


耐 受 性 ， 同 时 对 己 酸 、 闯 酸 、 正 丁 醇 及 异 丁 醇 等 物质 的 耐 受 性 均 
Wallace-Salinas 和 Gorwa-Grauslund[5 运 用 进化 工程 法 将 酵母 在 恒温 


有 所 提高 。 
30'C 的 木质 


纤维 素 水 解 液 中 进化 ， 构 建 得 到 的 工程 菌株 比 原始 菌株 对 HMF 的 耐 受 能 力 有 明 
显 提高 。 除 上 述 方法 外 ， 近 年 来 ， 原 位 抑制 物 去 除 方法 CISPR) 的 应 用 也 较为 
广泛 pa。 另 外, 也 有 专利 报导 表明 提高 对 乙酸 的 摄取 可 以 增强 菌株 在 木质 纤维 素 


酶 解 液 中 的 耐 受 性 T7778]。 
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表 2 微生物 工程 菌 高 效 利 用 木质 纤维 素 的 研究 


Table 1 Studies on engineering microorganism for improve lignocellulose hydrolysate 


utilization 
菌株 改造 方法 改造 目的 表 型 或 动力 学 常数 参考 文献 
d 提高 木 糖 的 利用 , 为 XI 途径 
si Afi EEE E -— i 
ee o Ae s 提高 木 糖 利用 PERERA IARA al 
i 了 一 种 新 的 的 来 源 途径 
在 纯 木 糖 培养 基 中 的 生物 量 
aad ie eee, 是 高 木 糖 利用 RATS% EKEKA m 
ne 可 达 021h! 
E. coli T II Sr 5 — 每 40 g/L 的 木 糖 可 以 生产 
ATCC (No.27325) 非 磷酸 化 途径 改造 提高 本 糖 利 | 117 g/L 的 乙烯 
isi XR/XDH 途径 的 基因 "mo 
uon ag 是 高 木 糖 利用 。 玉米 秸秆 的 消耗 率 达到 84% da 
S. cerevisiae MT8-1X/ ”XR/XDH 途径 的 基因 TX 稻草 的 消耗 率 达 到 82%, Z T 
TALADH ^tt E | 醇 最 终 产 量 达 到 9696 
S.cerevisiae Rp ey, 2 MERE 木 糖 最 终 消耗 达到 11.6 g/L, 
XI 途径 修 高 木 糖 利 ) 
ATCC200062 BEER pe TA 乙醇 产量 达到 50% i: 
Sud 在 木 糖 与 阿拉 伯 糖 培养 基 中 
Pu 非 磷酸 化 途径 改造 ”” 提 高 木 糖 利 / 发 酵 ， 最 终 乙醇 产量 达到 47 
85% 
C. tropicalis 过 表达 木 糖 转运 蛋 BERE 木 糖 醇 产 量 达 到 1.14g r é 
LX At5g17010 基因 D h!, EAT 25% 
过 表达 P. stipitis 的 
糖 醇 产量 达到 0.55 g FH 
S cerevisiae D452-2 XYLI1 ， cdt-1 和 混 糖 发 酵 ^s oe " = E án > * 64 
ghl-1 基因 aos : 
过 表达 N. crassa 的 木 糖 醇 产量 接近 理论 值 ，/ 
E. coli DHSa XR 并 驯化 泥 粮 发 本 品 纯度 接近 100% 65 
过 表达 C. tenuis 的 
Corynebacterium XR 和 araE; 敲 除 混 糖 发 本 木 糖 醇 产量 达到 7.9 g E! ht, a 
glutamicum ldhA, ptsF 和 n 提高 了 1.6 倍 
xylB 基因 
E | B FR As ` m ve EL. 
R. arrhizusRH 713-98. P RR 富 马 酸 产量 达到 46.78 g/L 67 
构建 一 条 消耗 NADH NADH 达到 平衡 的 同时 利用 
的 乙酸 代谢 通路 ， 同 木 糖 和 乙酸 。 提 高 了 木质 纤 
S. cerevisiae SR8 时 构建 了 一 条 生产 提高 耐 受 维 素 糖 类 的 利用 ， 同 时 提高 79 
NADH 的 木 糖 代谢 通 了 对 菌株 对 乙酸 及 乙醇 的 的 
路 耐 受 
isi ARE FPS1 水 通道 蛋 ee 
3 piis US ^ TE 提高 耐 受 1.20.1 g1 br! 80 
s LL 过 表达 脱氧 酶 和 还 原 证 明 ADH7 基因 和 ORF 
ae 酶 基因 ADH7 和 ORF 提高 耐 受 YKLO71W 基因 是 耐 受 相 关 81 
YKLO71W 的 关键 酶 基因 
5 结论 与 展望 


近年 来 微生物 利用 木质 纤维 素 发 酵 生产 化 
大 的 研究 进展 。 然 而 微生物 大 规模 高 效 利 用 木质 纤维 素 生产 生物 化 学 品 仍然 面临 


诸多 挑战 。 木质 纤维 素 的 预 处 得 
于 木质 纤维 素 结构 的 紧密 性 使 其 比 淀粉 类 生物 质 的 处 到 


h O 
YHA 


得 到 了 广泛 关注 并 取得 了 很 


过 程 会 对 后 续 的 其 他 步骤 产生 重大 影响 , 并 且 由 
过 程 要 求 更 加 严格 。 对 于 
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酶 的 选择 ， 糖 的 产 率 与 抑制 物 的 产生 之 间 的 关系 也 需 妥 善 处 理 。 

微生物 的 代谢 调节 或 转运 蛋白 调控 会 导致 木质 纤维 素 水 解 液 中 的 多 种 糖 类 
按照 葡萄 糖 优 先 的 原则 被 微生物 消耗 B81。 尽 管 近 几 年 提高 木 糖 利用 的 研究 很 
多 , 木 糖 的 利用 速率 仍然 次 于 葡萄 糖 。 因 此 研究 解决 微生物 混 糖 发 酵 过 程 中 的 碳 
代谢 抑制 问题 有 很 大 的 应 用 前 景 。 木 质 纤 维 素 水 解 液 中 所 含 的 多 种 抑制 物 会 影响 
微生物 的 发 酵 结 果 。 利 用 基因 的 协同 作用 虽然 会 提高 菌株 的 耐 受 性 , 可 是 特定 基 
因 的 过 表达 也 会 干扰 其 他 物质 的 代谢 。 此 外 , 在 葡 欧 糖 作 为 微生物 发 酵 的 主要 碳 
源 条 件 下 ， 依 赖 ATP 的 耐 受 机 制 会 更 有 效果 ， 然 而 木质 纤维 素 酶 解 液 中 较 高 的 
木 糖 与 葡萄 糖 比例 使 得 高 效 发 酵 也 变 得 更 加 困难 唤 。 因 此 , 微生物 能 够 在 含有 高 
浓度 抑制 物 的 环境 下 有 效 利用 己 糖 和 上 戊 糖 作为 碳 源 生产 化 学 品 是 未 来 微生物 能 
够 大 规模 高 效 利用 木质 纤维 素 水 解 液 的 关键 。 
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